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背景および研究目的 
リボソームにより新規に合成されるいくつかの
タンパク質は細胞質から細胞外へと分泌される。
それらのタンパク質はN末端に膜透過の荷札とな
るシグナルペプチドが付加された状態で合成され
る。バクテリアにおいて、これらの前駆体タンパ
ク質は主に Sec複合体を通過し輸送される 1)。 
Ralstonia sp. NT-80株（NT80）は olive oilを培地に
添加すると分泌タンパク質の一つであるリパーゼを
生産するが、stearyl alcohol (StOH)を誘導剤として用い
た場合、olive oilの場合と比較して約 17倍のリパ－ゼ
の活性誘導が観察される 2)。また、StOH によるリパ
ーゼ発現誘導時には分泌タンパク質 EliA も多量に発
現する。このタンパク質をコードする遺伝子破壊株で
は、StOH によるリパーゼの発現誘導効率が著しく低
下することが分っている 3)。しかしながら、リパーゼ
の発現誘導機構や EliA 機能の詳細は明らかにされて
いない。そこで本研究では、StOH 添加に対する細胞
の適応機構を把握し、リパーゼ発現誘導機構と EliA
機能解明の足掛かりとするため、二次元電気泳動と
peptide mass fingerprintingによるNT80の分泌タン
パク質プロテオーム解析を行った。 
 
1.実験方法 
分泌タンパク質のプロテオーム解析 
1% StOHを含むポリペプトン培地に NT80野生
株と eliA 破壊株を植菌し 72 時間培養した。培養
上清から回収したタンパク質を定量、800 g を
2-D clean-up Kitにより調製し、核酸、塩、脂質を
除去した。一次元目の等電点電気泳動に用いたド
ライストリップゲルは pH 4-7を使用し、二次元目
のSDS-PAGEには15%のアクリルアミドゲルを用
いた。二次元電気泳動で分離したタンパク質スポ
ットを切り出し、還元アルキル化の後、トリプシ
ン処理によって断片化した。アセトニトリルでペ
プチド断片を抽出後、減圧乾燥して MALDI-TOF 
MS による質量分析を行った。得られたペプチド
の質量データをMASCOTデータベースと照合し、
タンパク質を同定した。 
 
 
 
宿主への感染に関与するタンパク質をコードす
る遺伝子の転写活性解析 
 1% StOH を含むポリペプトン培地に野生株と
eliA破壊株を植菌し12時間毎に36時間まで細胞を
回収した。Nucleospin RNA IIを用いて RNAを抽出
し Primescript RT reagent kit により逆転写を行い
q-PCRによって転写活性を観察した。 
Biofilm形成量の測定 
 1% StOH を含むポリペプトン培地に野生株と
eliA 破壊株を植菌し一晩培養した。StOH を含む
ものとそうでないポリペプトン培地が入った試
験管にこの培養液を 1%植菌して 30°Cで 24時間
静置した。その後 0.1% crystal violetを添加し、水
で 2回洗浄した。これを 95%エタノールで溶出し
595nmの吸光を測定した。  
 
2.結果及び考察 
分泌タンパク質のプロテオーム解析 
分泌タンパク質の二次元電気泳動の結果を Fig. 
1に示す。  
 
 
 
 
野生株に StOH を添加した際に発現量が向上し
たものと、StOH による誘導時に eliA 破壊の導入
によって野生株と比較して発現量が低下したタン
パク質スポットに関して Fig. 1中に番号を付けて
NT80野生株 
1% StOH 
NT80野生株 
誘導剤なし 
eliA破壊株 
1% StOH 
Fig. 1 分泌タンパク質の二次元電気泳動 
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示した。Table 1にはこれらのタンパク質の同定結
果をまとめた。 
 
Table 1. StOHによって発現誘導される分泌タンパク質 
 
 
 
 10種の分泌タンパク質の発現量が StOHによっ
て有意に向上し、野生株と比較して 9種の分泌タ
ンパク質の発現量が eliA破壊の導入によって低下
した。これらのタンパク質のうち、7種 (No. 2, 3, 
4, 5, 7, 9, 10)は感染に関与するとの報告があるも
のだった。 
宿主への感染に関与するタンパク質をコードする
遺伝子の転写活性解析 
プロテオームの結果から、StOH によって発現
が誘導されたタンパク質のうち、感染に関与する
タンパク質をコードする遺伝子の転写活性をモニ
ターした結果を Fig. 2 に示した。また、eliA 破壊
の導入によって発現量が低下した感染関連タンパ
ク質遺伝子の転写量を観察した結果を Fig. 3に示
した。StOH 添加の有無や EliA の欠損によって発
現量に変化がなかった分泌タンパク質、
pseudomonalisinをコードする遺伝子をネガティブ
コントロールとして用いた。 
 
 
 
 
 
Fig. 2及び Fig. 3の結果から、StOHによる感染
関連タンパク質群の発現誘導は転写の段階で起き
ていることが確認できた。また、これらの遺伝子
の転写誘導効率は EliA欠損によって低下したこ
とから、EliAが StOHの認識や取り込みに関与し
ていることが示唆された。 
Biofilm形成量の測定 
  
 
StOH の添加によって Biofilm 形成が誘導され、
この誘導効率は EliA 欠損によって著しく低下す
ることが明らかになった(Fig. 4)。Biofilm形成は近
縁種である Pseudomonas aeruginosaなどにおいて
感染時に誘導されることが示されている 4)。プロ
テオームの結果からも、StOH によって感染に関
与する遺伝子群の発現が誘導されていることが分
った。 
 
3.まとめ 
 StOH添加によりNT-80は感染に関与するタン
パク質の発現を転写レベルで誘導していることを
見出した。また、それらの遺伝子の発現誘導には
EliAが必要であることが明らかになった。 
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Fig. 2 StOH添加による感染関連遺伝子の転写誘導 
Fig. 3 EliA欠損による感染関連遺伝子群の転写誘導効率低下 
Fig.4 Biofilm形成量の比較 
